Estimarea Liniarităţii Metodei de Amplificare a ADN-ului la Varroa destructor by Odagiu, Antonia et al.
  
Articol original 
 
Estimarea LiniarităŃii Metodei de Amplificare a ADN-ului la 
Varroa destructor  
 
ODAGIU Antoniaa*, I. OROIANa, A. VLAICa, Al. MĂRGHITAŞa, P. MAZZONEb,  
E. CAPRIOb, D. DEZMIREANa 
 
aUniversitatea de ŞtiinŃe Agricole şi Medicină Veterinară Cluj – Napoca, Facultatea de Agricultură, Str. Mănăştur nr. 3 – 5,  
400372 Cluj – Napoca, Romania 
bUniversitatea Federico II, Napoli, Portici 471, Italia  
 
Primit în data de 4 septembrie  2009; primit în forma finală după recenzie în 22 septembrie  2009; acceptat în 21 noiembrie  2009 
Disponibil online din 25 decembrie 2009 
 
 
Rezumat 
 
Datorită importanŃei producŃiilor albinelor, prevenirea şi controlul bolilor la albine reprezintă una dintre cele mai 
mari preocupări ale apicultorilor din întreaga lume. Datele referitoare la liniaritatea procesului de amplificare a ADN-
ului provenit din parazitul Varroa destructor analizat sunt utile pentru desfăşurarea cu suces a genotipizăriii acestuia. 
ReacŃia PCR – RT reprezintă o alternatvă la reacŃia de amplificare clasică utilizată şi pentru genotipizarea Varroa 
destructor. Aceasta reprezintă o etapă foarte importantă în procesul de caracterizare a parazitului, precum şi în 
managementul tratamentelor adoptate în vederea combaterii atacului speciei Varroa Valoarea dreptei de regresie y = - 
2,3103 * 26,552 şi a coeficientului de determinare (r2) egal cu 0,9691. Această valoare a coeficientului de determinare 
semnifică faptul că 96% din eficienŃa reacŃiei exte explicabilă ca urmare a unei bine liniarităŃi a 
procesului.Implementarea metodei RT – PCR a fost realizată cu success şi reprezintă o premisă favorabilă pentru 
finalizarea procesului de validare a metodei de genotipizare.  
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1.Introducere  
 
Datorită importanŃei mierii cât şi a 
produselor apicole secundare (polen, lăptişor de 
matcă, propolis, ceară) datorată factorilor nutritivi 
pe care îi conŃin precum şi acŃiunii terapeutice a 
acestora, prevenirea şi combaterea bolilor albinelor 
constituie una dintre preocupările majore ale 
apicultorilor pe lan mondial. (Anderson 2000, 
Anderson and Trueman, 2000) [ 2].   
Datorită efectelor sale extrem de nocive şi 
răspândirii largi Varroa destructor (jacobsoni) 
constituie o problemă majoră pentru apicultorii din 
întreaga lume. [2]. 
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Varroa este un parazit ce face parte din clasa 
Arachnida, ordinul Acari (Drees, WB şi col., 1999, 
citat de[2]) Cercetările efectuate în ultimii zece ani 
au demonstrat faptul că Varroa reprezintă nu numai 
o specie (Anderson, D., 2000), iar efectele 
dăunătoare produse de  Varroa jacobsoni se 
datorează de fapt speciei Varroa destructor 
(Anderson, D., 2000, Delaplane, K., 2001 citaŃi de 
[1, 3]). În acest context, o importanŃă din ce în ce 
mai mare se acordă factorilor genetici ce conferă 
unor populaŃii de albine rezistenŃă naturală la 
anumiŃi agenŃi patogeni, sau paraziŃi [5].  
ReacŃia PCR – RT reprezintă o alternatvă la 
reacŃia de amplificare clasică utilizată şi pentru 
genotipizarea Varroa destructor. Aceasta reprezintă 
o etapă foarte importantă în procesul de 
caracterizare a parazitului, precum şi în 
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managementul tratamentelor adoptate în vederea 
combaterii atacului speciei Varroa [6].  
În cadrul protocoalelor de genotipizare, o 
etapă foarte importantă este cea de amplificare. În 
vederea aplicării cu succes a metodei, este necesară 
validarea acesteia.  
Una dintre etapele cele mai importante, în 
cadrul acestui process, este cea de stabilire a 
liniarităŃii şi eficienŃei acesteia. 
 
2.Material şi metodă 
 
Studiul s-a realizat în Laboratorul de 
Genotipizare a Animalelor domestice al 
UniversităŃii de ŞtiinŃe Agricole şi Medicină 
Vetetinară Cluj – Napoca. A fost utilizat ADN 
prelevat de la specia Varroa destructor, extras 
conform datelor din literatură [2].  
În vederea optimizării procesului am recurs 
la abandonarea amplificării simple şi am adoptat 
varianta amplificării în timp real, respectiv Real 
time – Polymerase Chain Reaction (RT – PCR) cu 
ajutorul aparaturii şi reactivilor specifici. Pentru a 
stabili condiŃiile optime de amplificare, am 
modificat şi parametrii reacŃiei PCR specificaŃi de 
literatură [6]. 
 
 
 
 
 
Echipamentele la care s-a făcut uz au servit 
atât la pregătirea probelor pentru introducerea în 
lucru, amestecul de reacŃie, cât şi la amplificarea 
propriu – zisă, respectiv aparatul Real Time – PCR: 
 Autoclav (Raypa)  
 Conteinere de deşeuri  (Biohazard)  
 Apă deionizată ( SMEG WP 3000)  
 Hotă PCR (sterilă)  
 Vortex (Bioblock)  
 Aparat iQ5 Real Time PCR (BIO RAD)  
Au fost testate trei temperature de cuplare în 
vederea asigurării unei eficienŃe maxime pentru 
procesul de amplificare şi de asemenea, au fost 
testate valorile optime pentru stabilirea numărului 
de cicluri de amplificare [4].  
Liniaritatea procesului de amplificare a fost 
calculată simultan cu stabilirea eficienŃei acesteia. 
În acest scop s-a utilizat programul REST - 384 - 
versiunea 2 [4]. 
 
3.Rezultate şi discuŃii 
 
Reprezentarea grafică a procesului de 
amplificare (fig. 1) arată posibilitatea urmăririi 
acestuia în desfăşurare pe tot parcursul reacŃiei. 
Grafic este evidenŃiat şi ciclul de prag.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. EvoluŃia PCR pe parcursul procesului de amplificare în timp real a AND-ului provenit de la Varroa destructor  
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Această abordare, în timp real, este posibilă  
datorită dotării laboratorului cu dispozitivul RT-
PCR BioRad, care este un termocycler ce 
funcŃionează în timp real prevăzut şi cu un software 
specific, ce permite urmărirea procesului de 
amplificare în orice moment al desfăşurării acestuia. 
 În abordarea celor mai importanŃi parametrii 
ai reacŃiei, pe parcursul desfăşurării RT – PCR, 
trebuie să se ia în considerare valoarea ciclului de 
prag (threshold cycle) – Ct, respective numărul de 
cicluri de amplificare după care devine vizibil 
rezultatiul reacŃiei. 
Valorile au fost puse la dispoziŃia noastră 
prin afişajul aparatului RT - PCR  care redă etapele 
prin care Termocycler-ul realizează amplificarea. 
Acestea sunt redate sub formă tabelară şi această 
modalitate ne facilitează urmărirea procesului în 
desfăşurare, putând obŃine simultan toate datele de 
liniaritate de care avem nevoie. 
Liniaritatea unei metode analitice cantitative 
reprezintă abilitatea acesteia de a obŃine rezultate 
proporŃionale cu concentraŃia (cantitatea) analitului 
din probe. Liniaritatea nu poate fi exprimată, ea 
trebuie să fie demonstrată direct pe analit sau pe 
probe îmbogăŃite utilizând cel puŃin cinci 
concentraŃii pe domeniul de lucru.  
Dincolo de evaluarea vizuală a valorii 
semnalului analitic ca o funcŃie de concentraŃie sunt 
recomandate calculele statistice corespunzătoare, 
cum ar fi regresia liniară. 
Parametrii statistici cum ar fi panta dreptei de 
etalonare, b şi intersecŃia acesteia cu ordonata în 
origine, a, suma pătratelor valorilor reziduale şi 
coeficientul de corelare trebuie să fie neapărat 
raportaŃi.  
ToŃi aceşti parametri sunt calculaŃi şi atunci 
când se efectuează testul de liniaritate realizat pentru 
stabilirea domeniului de concentraŃii de lucru, 
precum şi la etalonare şi calcularea parametrilor 
statistici caracteristici metodei. 
În diferite variante ale reacŃiilor de 
amplificare, datele de liniaritate sunt foarte utile In 
vederea identificării liniarităŃii metodei, dar şi 
pentru stabilirea eficienŃei acesteia Este posibil 
calculul exact al acestor parametri datorită 
performanŃelor ridicate alde softului care redau 
cinetica reacŃiei de o manieră foarte fidelă. 
În cazul de faŃă, cel mai important rol în 
calculul acestor parametrii este deŃinut de ciclul de 
prag. Valorile acestui parametru sunt redate în 
dsfăşurarea reacŃiei atât prin afişaj graphic, cât şi 
tabelar, în funcŃie de opŃiune. 
EficienŃa amplificării (fig. 2) a cărei valoare 
ne oferă date atât despre despre liniaritatea reacŃiei 
cât şi despre rezultatele amplificării, s-a calculate 
datorită parametrilor puşi la dispoziŃia noatră de 
software-ul termocycler-ului cu care se realizează 
amplificarea pe parcursul evoluŃiei procesului 
amplificare, în conformitate cu media valorilor 
ciclurilor de amlificare (CT).  
 
 
 
 
 
Figura 2. EficienŃa amplificării ADN 
                          Log din cantitatea de ADN 
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Aceşti parametrii ne prmit obŃinerea 
reprezentării grafice. 
Dreapata de regresie a fost calculată cu 
ajutorul softului citat şi are valoarea 
 
y = - 2.3103 * 26.552 
 
ir coeficientul de determinare are valoarea 
 
r2 = 0.9691 
 
Aceasta indică faptul că reacŃia are o eficienŃă 
foarte mare. Din evoluŃia liniei de regresie rezultată  
din procesul de amplificare reiese că procesul de 
amplificare se desfăşoară în condiŃii foarte bune 
(fig. 2). 
EficienŃa amplificării a fost calculată, aşa 
cum s-a menŃionat anterior, în funcŃie de parametrii 
obŃinuŃi din soft-ul utilizat pe parcursul procesului 
de amplificare, în funcŃie de madia ciclurilor de 
amplificare (CT). Dreapta de regresie cu valoarea  y 
= - 2.3103 * 26.552 precum şi coeficientul de 
determinare (r2 =ne indică faptul că eficienŃa reacŃiei 
este foarte ridicată.  
Aceasta semnifică faptul că, în cazul nostru, 
96% din eficienŃa reacŃiei exte explicabilă ca urmare 
a unei bine liniarităŃi a procesului. 
  
4.Concluzii 
 
Prevenirea şi controlul bolilor la albine 
reprezintă una dintre cele mai mari preocupări ale 
apicultorilor din întreaga lume, datorită importanŃei 
producŃiilor acestora. datele referitoare la liniaritatea 
procesului de amplificare a ADN-ului provenit din 
parazitul analizat sunt utile pentru desfăşurarea cu 
suces a genotipizăriii acestuia. 
EficienŃa procesului de amplificare a fost 
foarte  satisfăcătoare,  fapt   evidenŃiat   de   valoarea 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dreptei de regresie y = - 2,3103 * 26,552 şi a 
coeficientului de determinare (r2) egal cu 0,9691. 
Această valoare a coeficientului de determinare 
semnifică faptul că 96% din eficienŃa reacŃiei exte 
explicabilă ca urmare a unei bine liniarităŃi a 
procesului. 
Implementarea metodei RT – PCR a fost 
realizată cu success şi reprezintă o premisă 
favorabilă pentru finalizarea procesului de validare a 
metodei de genotipizare.  
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